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論文内容の要旨 
[序論] 
 近年、細胞内の新たな情報交換の仕組みとしてオルガネラ同士の接触の重要性が明らかと
なりつつある。小胞体は細胞全体に広がる連続した膜構造体であり、固有の機能を有した様々
な サ ブ ドメ イ ン から 構 成 され て い る。 特 に ミト コ ン ドリ ア と の接 触 部 位
（mitochondria-associated membrane：MAM）は、ミトコンドリアと連携したカルシウムシグ
ナリングや脂質合成の調節に機能している。Syntaxin 17 (Stx17)は、ステロイド産生細胞や
肝細胞に多く発現する滑面小胞体 SNARE として発見されたが、このタンパク質は MAMに存在
し、多様な機能を有することが示されている。当研究室では、Stx17は MAMにおいて Drp1（ミ
トコンドリア分裂因子）の活性を調節しミトコンドリアの分裂を制御していることを明らか
にした（Arasaki et al., 2015）。SNARE は通常 C 末端に膜貫通ドメインを有するが、Stx17
の場合は、C 末端側に存在する 254 番目のリシン残基によって区分けされた疎水性アミノ酸
の豊富なドメイン（C-terminal hydrophobic domain：CHD）を持っており、このリシン残基
は Stx17の MAM局在化に必須である。飢餓状態となると Stx17は Drp1から解離し、ホスファ
チジルイノシトール-3-キナーゼのサブユニットである Atg14L との結合を介して、このキナ
ーゼを MAMに集積させてオートファゴソーム形成を促進する（Hamasaki et al, 2013）。続い
て Stx17 はオートファゴソームに乗り込み、SNARE としてオートファゴソームとリソソーム
との融合に働く（Itakura et al, 2012）。このように、Stx17は細胞の生理的条件に応答し、
その局在・結合パートナーを変換する多機能タンパク質である。 
 細胞内の脂質貯蔵は脂肪滴と呼ばれるオルガネラが担っており、脂肪滴は様々な細胞に普
遍的に存在する。脂質一重膜で囲まれた脂肪滴の内部はトリアシルグリセロール（TAG）やス
テロールエステルが充填されている。脂肪滴形成に必要な脂質合成酵素の多くが小胞体（特
に MAM）に局在することから、脂肪滴は小胞体の脂質膜の一部が弯曲することで出芽し、成
熟後に小胞体から解離していくと考えられている。脂肪滴の成熟には様々な脂質合成酵素や
タンパク質が小胞体およびサイトゾルから順序立てて脂肪滴上へと供給されることが重要で
ある（Kassan et al., 2013）。現在までにプロテオーム解析によって脂肪滴形成に関与する
タンパク質が多く同定されてきたが、依然として脂肪滴の形成・代謝メカニズムには不明な
点が多い。特に、一層の脂質で構成される脂肪滴膜への、様々な分子の局在化メカニズムは
不明なままである。 
 Stx17 がステロイド産生細胞等の脂質を貯蔵する細胞において豊富に発現していることか
ら、Stx17の脂肪滴生合成への関与を検討した。 
 
[結果] 
Stx17は脂肪滴の生合成に必要である 
 最初に、Stx17が脂肪滴の生合成に重要であるかどうかを調べるために、Stx17を siRNAを
用いて発現抑制し脂肪滴を観察した。その結果、脂肪滴を多く含む HepG2細胞や Huh7細胞だ
けでなく、オレイン酸（OA）添加によって脂肪滴形成が誘導される HeLa細胞においても、Stx17
の発現抑制により脂肪滴が減少し、小さな脂肪滴が多く観察された。また、Stx17 を発現抑
制し OA処理した HeLa細胞においては、TAG含量も有意に低下していた。3T3-L1細胞はイン
スリン等の刺激により脂肪細胞へと分化し、脂肪滴が増加することが知られている。脂肪細
胞への分化に伴い Stx17 の発現量が増加していたので、Stx17 を発現抑制したところ、イン
スリン刺激下においても脂肪滴増加が顕著に抑制された。以上の結果から、Stx17 はミトコ
ンドリアの切断制御やオートファジーの駆動に加え、脂肪滴の生合成にも関与することが示
唆された。 
 次に、Stx17 のどのドメインが脂肪滴合成に重要であるのかを調べるために、レスキュー
実験を行なった。FLAGタグを付加した Stx17を HeLa細胞に発現させ、Stx17の 3’非翻訳領
域を標的とした siRNAを用いて内在性の Stx17を発現抑制した。OA処理後脂肪滴の大きさと
数を定量した結果、Stx17の野生型を導入した細胞においては脂肪滴形成が回復した一方で、
SNAREドメインを欠損させたΔSNARE変異体や C末端側の変異体（CHDを欠損させたΔCHDお
よび K254C 変異体）では脂肪滴の回復が見られなかった。このことから、Stx17 の SNARE ド
メインと CHDが脂肪滴の生合成に重要であることが示唆された。 
  
Stx17を発現抑制した細胞においては、ACSL3の脂肪滴への局在化が抑制される 
 Stx17 を発現抑制すると脂肪滴が減少することが分かったので、種々の脂肪滴関連タンパ
ク質に影響があるか調べた。脂肪滴の生合成に関与する脂質合成酵素の多くは小胞体から脂
肪滴上に局在化するが、脂肪滴の構造維持に関与する PLINタンパク質はサイトゾルから脂肪
滴へと局在化することが知られている。そこでこれらのタンパク質の脂肪滴への局在を解析
した結果、Stx17 を発現抑制した細胞においては、小胞体に局在する脂質合成酵素の一つで
ある acyl-CoA synthetase 3（ACSL3）の脂肪滴膜上への局在化が特異的に抑制されていた。
一方で、PLINタンパク質の一つである TIP47の脂肪滴への局在化については、変化が見られ
なかった。ACSL3 は脂肪滴形成の初期段階に関与し、脂肪滴合成に必須のタンパク質である
ことが知られている（Kassan et al., 2013）。ACSL3は細胞内の脂肪酸を acyl-CoAに変換す
る活性を持つ。Acyl-CoAはその後様々な脂質合成反応において基質として利用され、最終的
には TAGが合成され、合成された TAGは脂肪滴内部へと充填される。興味深いことに、この
活性は ACSL3 の脂肪滴への局在化と相関する。このことから、Stx17 は ASCL3 の脂肪滴への
局在化を調節することで脂肪滴合成に関与するのではないかと考えられた。 
 
Stx17は ACSL3の脂肪滴への局在化を制御する 
 Stx17 は ACSL3 の局在を調節することが示唆されたので、脂肪酸及び中性脂質のマーカー
である BODIPY FL-C16 を用いて、ACSL3 の脂肪滴への局在化メカニズムについて更に詳細な
解析を行なった。BODIPY FL-C16 を添加し脂肪滴合成を誘導し、形成された脂肪滴への小胞
体からの脂質の流入を可視化した。脂肪滴を標的として FRAPによって解析を行なったところ、
Mock 処理した細胞においてはほとんど蛍光の回復が見られなかった一方で、Stx17 を発現抑
制した細胞においては蛍光の回復速度が有意に増加した。このことから、Stx17 を発現抑制
した細胞においては脂肪滴が小さく未成熟であるため小胞体と近接したままであることが考
えられた。GFP-ACSL3を導入した細胞においても同様に解析を行なったところ、Stx17を発現
抑制した細胞においても Mock処理した細胞と同様に、脂肪滴への GFP-ACSL3の蛍光の回復が
ほとんど見られないことが分かった。これらの結果から、Stx17 の発現抑制は ACSL3 を小胞
体に留まらせ、その結果脂肪滴は小さく未成熟な状態に留まっていると考えられた。 
 
Stx17は ACSL3と SNAREドメインを介して相互作用する 
 Stx17が ACSL3の局在を結合を介して直接制御しているか調べるために、Stx17と ACLS3の
相互作用を解析した。免疫沈降実験及び proximity ligation assay（PLA）を用いた解析の
結果、Stx17は ACSLと相互作用することが分かった。また、Stx17のΔSNARE変異体は ACSL3
と相互作用しないことから、ACSL3 は Stx17 の SNARE ドメインを介して結合していることが
示唆された。 
 
ACSL3の GATEドメインは Stx17との SNAREドメインを介した相互作用に重要である 
 ACSL3の N末端側には膜貫通領域の他に GATEドメインと呼ばれる、脂肪滴膜上への局在化
に重要なドメインが存在する。GATE ドメインを欠損したΔGATE 変異体（GFP-ACSL3 ΔGATE）
を細胞に導入し、OA処理後に局在を観察すると、脂肪滴上に一部は局在化するものの、ほと
んどが脂肪滴へと局在化しておらず、Stx17 を発現抑制した際の内在性 ACSL3 の局在に酷似
していた。Stx17 と ASL3 の相互作用には GATE ドメインが重要なのではないかと考え結合実
験を行ったところ、GFP-ACSL3 ΔGATEは Stx17と相互作用しないことが分かった。このこと
から、Stx17の SNAREドメインと ACSL3の GATEドメインが両者の相互作用に重要であり、こ
の相互作用が脂肪滴の生合成にも重要であることが示唆された。 
 
ACSL3の過剰発現は、Stx17の発現抑制による脂肪滴の減少を回復させる 
 Stx17を発現抑制した細胞において ACSL3が脂肪滴に局在化しないのは、Stx17が局在化を
阻害する小胞体タンパク質との相互作用を抑制し、ACSL3 の脂肪滴局在化の効率を上昇させ
ているためであると推測した。もしそうならば、ACSL3 が過剰に存在すれば、脂肪滴への輸
送が回復する可能性がある。そこで、FLAG-ACSL3を過剰発現させ、脂肪滴を観察した。これ
までの解析に用いた GFP-ACSL3は内在性 ACSL3 と同程度の発現レベルであるのに対し、FLAG
タグを付加した ACSL3（FLAG-ACSL3）の発現量は約 4倍であった。その結果、Stx17を発現抑
制しているにも関わらず、ACSL3の脂肪滴膜上への局在化し、脂肪滴合成も Mockと同程度で
あった。 
 Stx17 の発現抑制による ACSL3 の脂肪滴局在化の抑制が、代謝障害による二次的な効果で
ないことを示すために、TAGの基質となる膜透過性のジアシルグリセロールと OAを細胞に加
えて脂肪滴形成を調べた。Mock処理した細胞においては、膜透過性のジアシルグリセロール
の添加によって OA依存的な脂肪滴形成は促進されたが、Stx17発現抑制細胞においては脂肪
滴の形成は起こらなかった。一方、TAG を細胞に加えると、Stx17 発現抑制細胞においても
Mock 処理細胞と同様に脂肪滴が形成された。これらの結果から、Stx17 発現抑制細胞は脂肪
滴を保持する能力を有し、また脂肪滴形成の阻害は TAG の原料となるジアシルグリセロール
の欠如ではないことが示唆された。 
 
脂肪滴形成に重要な SNAREタンパク質の一つである SNAP23は MAMに局在する 
 これまでの解析より、脂肪滴合成に Stx17の SNAREドメインが重要であることが分かった
ので、他の SNARE 分子との関連性について検討した。SNAP23は脂肪滴形成に関与する SNARE
タンパク質であることが知られており（Boström et al., 2007）、FLAG-Stx17 安定発現細胞
株を用いたインタラクトーム解析の結果、Stx17 の結合パートナーの候補として同定されて
いる。細胞分画の結果、Stx17 と同様に SNAP23 も MAM に局在することが分かった。そこで、
Stx17と SNAP23が相互作用するかどうかを調べた。SNAP23は Stx17と SNAREドメインを介し
て相互作用し、この相互作用は OA 処理によって増加した。SNAP23 を発現抑制した細胞にお
いても TAG 含量が減少し、脂肪滴が減少していた。これらの結果から、Stx17 は MAM におい
て SNAP23と相互作用し、脂肪滴形成を制御することが示唆された。 
 
脂肪滴の生合成過程において、Stx17は一過的に ACSL3と相互作用する 
 Stx17と ACSL3や SNAP23との相互作用と脂肪滴形成の関連性を明らかにするために、OA処
理時間を変化させた際にこれらの相互作用が変化するかどうか調べた。OAで１時間処理する
と、Stx17と ACSL3及び SNAP23との相互作用が増加し、6時間後には SNAP23との相互作用が
増加する一方で、ACSL3 との相互作用は顕著に減少していた。このことから、脂肪滴形成の
初期段階においては Stx17と ACSL3の相互作用が見られ、その後 Stx17は ACSL3から解離し、
SNAP23と相互作用することが示唆された。 
 
[結論] 
 現在までに多くの脂肪滴関連タンパク質が同定されてきたが、そのほとんどが脂肪滴膜上
へと局在化する脂質合成酵素である。本研究において、Stx17 は脂質合成酵素の一つである
ACSL3 の小胞体から脂肪滴への再局在化を制御することで脂肪滴の生合成に関与することが
示唆された。また小胞体には、脂肪滴の形成場となるマイクロドメインが存在すると考えら
れている。SNAP23は ACSL3と競合的に Stx17と相互作用することで、Stx17との結合を介し
た ACSL3のマイクロドメインへの局在化を調節することが考えられた。 
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 審査結果の要旨 
 
 脂肪滴は、トリアシルグリセロールやコレステロールエステル等の中性脂質を単層
膜で囲んで貯蔵しているオルガネラであり、小胞体のサブドメインにおいて形成され
る。動物細胞においては、脂肪滴は成熟して一部は小胞体から解離して存在する。脂
肪滴の成長は、脂質合成酵素が小胞体膜およびサイトゾルからこの単層膜上に集積す
ることで進行するが、この集積機構についてはまだほとんどわかっていない。木村さ
んは、小胞体のミトコンドリア近接部位（MAM）およびミトコンドリアに局在し、多
様な機能を有する syntaxin17（Stx17）の脂肪滴形成への関与を検証した。Stx17 は
脂肪滴には局在しないが、その発現抑制は HepG2 や Huh7 等の脂肪滴を多く含む肝細
胞の脂肪滴を減少させ、また HeLa 細胞のようにオレイン酸添加によって誘導される
脂肪滴合成を抑制した。解析の結果、Stx17は脂肪滴形成に重要なアシル CoA合成酵
素 3（ACSL3）と相互作用して、ACSL3の小胞体膜から脂肪滴膜上への移行を制御して
いることが判明した。Stx17 と ACSL3 との相互作用は、ACSL3 の基質またはその産物
であるアシル CoAに依存した。また特異的であり、脂肪滴形成に関与しない他のアシ
ル CoA合成酵素（ACSL1や 4）と Stx17の相互作用は認められなかった。さらに、脂
肪滴形成に伴って小胞体から脂肪滴へ移動するジアシルグリセロールアシルトラン
スフェラーゼ 2やグリセロール-3-リン酸-O-アシルトランスフェラーゼ 4の局在化に
は Stx17は関与せず、これらの酵素との相互作用も見られなかった。さらに木村さん
は、Stx17と ACSL3の相互作用は、別の SNAREタンパク質である SNAP23によって制御
され、脂肪滴形成の初期には ASCL3と Stx17が MAMにおいて相互作用し、成熟段階で
は SNAP23が Stx17に結合することで、ACSL3を解離させていることを見い出した。本
研究は、脂肪滴形成に関与する小胞体酵素の局在化機構を明らかしたという点で新規
性があり、高く評価される。これらの成果および質疑応答は、博士（生命科学）の審
査の基準を十分満たしており学位に値すると判断した。 
 
